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0 Precede et reactifs pour la detection de micro-organismes. 

© La presente invention conceme des reactifs pour la detection de micro-organismes. 

Selon I'invention. on utilise dans un milieu reactionnei en phase aqueuse contenant une source de carbone 
et une source d'azote. un marqueur constitue par la resorufine, ou tout compose ayant une structure ch.m.que 
similaire 

L'invention s'applique notamment a Tidentification de micro-organismes, k I'obtention d'antiblogrammes et 
antifongigrammmes. 
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PROCEDE ET REACTIFS POUR LA DETECTION DE MICRO-ORGANISMES 


U presente invention concerne de maniere generals la detection de micro-organlsmes. dans differents 
milieux ou sur differents substrats. pour differentes fins ou applications, telles que l'identif.cation ou la 

detection microbienne. , 

Plus preclsement. rinventlon s'interesse aux reactifs. comprenant un milieu reachonnel en phase 
5 aqueuse. lequel contient au moins une source de carbone, ainsi qu'un marqueur luminescent dont une 
emission lumineuse est modifiable en consequence du developpement ou du metabolisme du micro- 
organisme h d6tecter, introduit dans le milieu reactionnel. 

Par micro-organisme. on entend notamment les microbes, bacteries, et levures. 
Par "emisssion lumineuse". on entend tout rayonnement lumineux emis sous I'effet d'une excitation 
10 exterieure. notamment lumineuse. dans le domaine du visible ou non. susceptible d'etre modifiee par le 
developpement du micro-organisme dans le milieu reactionnel, et d'etre observee. controlee ou mesuree 
par tous moyens de detection optique. dont la simple observation a I'oeii nu. Ressortent de cette definiton, 
differentes propri6l6s lumineuses, telles que la luminescence, la fluorescence, la phosphorescence, visibles 

ou non a I'oeii nu par exemple. j ^ » 

,5 Depuis de nombreuses annees. les fabricants et professionnels des reactifs ou methodes de detec ion 
de micro-organismes sont a la recherche d'une solution presentant ensemble les caracteristiques essentiel- 

les suivantes : . . ■ 

- avoir un caractfere universel. c'est-^-dire independante du type ou de I'espece des micro-organismes 

recherches 

20 - etre substantiellement independante de la nature du milieu ou du substrat dans lequel les micro- 
organismes sont recherches 

- presenter une grande sensibility. ^ 

Aucune des methodes disponibles k ce jour, y compris les plus recentes, ne permet de repondre a 
toutes ces exigences, comme montre et detains ci-apr6s. . - . „ 

25 une premiere methode. et c'est la plus simple, consiste a preiever un gchantillon. a eventuellemen 
diluer ce dernier de maniSre successive, et & appliquer I'echantillon obtenu h la surface d'un milieu nutritif 
otiose. Apres incubation pendant 24 k 48 heures. on procfede par des moyens manuels ou video, au 
controls de la presence des micro-organismes, et §ventuellement k leur comptage. La technique consistant 
k immerger directement dans le milieu controls des lamss impr6gnees avec un milieu nutritif. et a 
30 controler. apres incubation, la presence de micro-organismes sur ces lames, constitue en fait une vanante 
de cette premiere methode. ^ ... ...^ 

Une telle solution est peu sensible, et peu fiable, en particulier lorsque des moyens de controle video 
sont utilises. Une telle methode necessite egalement d'adapter ou choisir le milieu nutritif, en fonction des 
micro-organismes recherches. 
35 une deuxieme methode, assez prochs de la premiere, consiste a pigmenter ou colorer lechantillon 
preleve. ou provoquer sa fluorescence, avec toutes substances appropri^es telle que I'acndine orange, puis 
a observer directement I'echantillon ainsi traite. par exemple au microscope. Pour I'essentiel. une e e 
methode presente des inconvenients comparables a csux de la premiere methods : en particulier, une telle 
solution demeure manuelle, et son automafisation apparall difficile. 
40 Une troisieme methode consiste a preiever un echantillon, et a mettre en culture ce dernier pendan un 
temps predetermine, puis a observer le milieu de culture par nephelometrie ou turbid.metne En d autres 
termes la presence de micro-organismes est revelee par I'opacite du milieu de culture. Une telle methode 
apparan assez peu sensible, et I'opacite observee ne results pas uniquement de la presence dss micro- 
organismes. ds telle sorte que cette solution n'apparail pas utilisable ou exploitable pour des miheux 
45 bioloqiques complexes, par exemple des echantillons de sang. , . . , 

Differentes methodes plus elaborees. par voie biochimique, et faisant appel a la color.metne ou la 
lluorimetrie, ont efe proposees pour detecter des micro-organismes. ... - ,-, 

Une quatrieme methode consiste a mettre en presence un echantillon a controler et un react.! 
comprenant un hydrate de carbone comms le glucose, et un indicateur de pH. Comme le developpemenL 
50 ou le metabolisme du micro-organisme genere des acides. ceux-ci modilient la coloration ds indicateur de 
pH Une telle solution s'avere assez peu sensible, et n'a pas en lout cas un caractere universel. 

" une cinquieme methode consiste a mettre en presence un echantillon a controler. et un md.cateur 
chromogene d'oxydo-reduction. tel qu'un sal de telrazolium. Las mecanismes blochimiques de la chaine 
respiratoire dos micro-organismes presents generent des substances reductnces telles que NADH 
(Nicoiinamids-Adenine-Dinucleotide Hydrogene) ; cette substance reductrice conduit a la reduction de 
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l-indicateur et done a sa modification de couleur. Une telle methode est assez peu sensible, et en 
particulier las sels de tetrazolium doivent etre utilises en grande quantite. On notera ainsi que ces dern.ers 
sont toxiques et precipitent facilement. 

Une sixieme methode consiste a utiiiser des substrats enzymatiques de synthese, chromogeniques ou 
fluorogeniques. La presence de certaines enzymes, liees au developpement des micro-organismes. conduit 
a couper le subslrat enzymatique en deux, et a liberer la partie chromogene ou (luorogene. laquelle peut 

etre alors detectee. . 

Une telle methode ne presente pas de caractere universel. en ce sens que le substrat enzymatique doit 
etre a chaque fois adapte au type de micro-organisme recherche ; en particulier, il n'existe pas une seule et 
meme enzyme commune a tous les micro-organismes. Par ailleurs, pour des milieux biologiques com- 
plexes tels que le sang ou I'urine. contenant deja des enzymes, cette methode ne permet pas de 
disting"uer ceux specifiques aux micro-organismes, par exemple bacteries ou microbes, dont on recherche 

la presence. -j. i-. ato 

Une septieme methode consiste a detecter les micro-organismes, par I'intermediaire du metabolite ATP 
(Adenosine-Tri-Phosphate). en presence d'un substrat luciferine, et par oxydation de ce dernier en presence 
de luciferase, laquelle conduit a la bioluminescence du substrat precite. Une telle methode presente pour 
ressentiel les memes inconvenients que ceux enonces pour la methode precedente. 

Une huitieme methode precede par la mise en evidence du gaz carbonique produit par les micro- 
organismes, en presence d'une ou plusieurs sources de carbone dans le milieu reactionnel ; une telle 
technique est par exemple utilisee en hemoculture pour deceler une presence microbienne. La detection du 
gaz carbonique peut etre radiometrique, auquel cas on doit utiiiser une source de carbone marquee au C 
14 ou spectro-photometrique dans Tinfra-rouge. On peut aussi mesurer la production de gaz carbonique 
par le contr6le de I'augmentation de pression dans un systeme ferme, k I'aide d'un manometre ou d'un 
capteur de pression approprie. Une telle methode est assez peu sensible, et dans le cas d'un marqueur 
radio-actif elle pose differents problemes de securite et agrement administratif prea lable du laboratoire de 
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mesure. 


Une derniere methode consiste a detecter les micro-organismes, par I'intermediaire de revolution des 
parametres electriques du milieu reactionnel dans lequel les micro-organismes se developpent^ : ces 
parametres etant notamment Timpedance, la conductance ou la capitance. Sur la base de cette methode, 
differents bio-capteurs ont ete developpes et mis sur le marche, notamment dans le domaine agro- 
alimentaire. Une telle technique est assez peu sensible, en particulier vis-a-vis des exigences de diagnostic 
a des fins medicates. Et les materiels disponibles actuellement selon cette solution sont assez peu 

performants. , ^ . . ^ 

Au terme de cette analyse des solutions anterieures en matiere de detection de micro-orgamsme. on 
observera au passage que certaines de ces methodes precedent par ^chantillonnage, c'est-a-dire le 
prelevement d'un echantillon sur le milieu ou sur le substrat a controler, la culture de cef echantillon, et 
eventuellement le prelevement a intervalles reguliers du milieu de culture. De telles operations, en general 
effectuees de maniere manuelle, paraissent difficilement automatisables. 

La presente invention a pour objet un reactif pour la detection de micro-organismes, avec marqueur 
40 luminescent, obviant la pluparl des inconvenients observes precedemment. Plus precisement, la presente 
invention a pour objet un reactif et une methode de detection correspondante, permettant a la fois : 

- une detection des micro-organismes directement sur le milieu ou I'echantillon a controler, 

- une automatisation accessible, compte-tenu de la simplicite du precede d'analyse retenu 

- un caractere universel. c'est-a-dire substantiellement independant et du milieu dans lequel on recherche 
45 les micro-organismes, et de la nature ou espece de ces derniers 

- une bonne sensibilite, en particulier une detection sous des concentrations relativemenl faibles 

Grace a la decouverte experimental exposee ci-apres. on a trouve un reactif repondant a I'ensemble 
des exigences precedentes. 

Cette procedure experimentale a ete la suivante ; 
50 Sous Taction de la ^-glucuronidase d'Escherichia coli, cultivee dans un bouillon approprie. .1 est 
possible de couper le substrat 4-methylumbelliferyl-^D glucuronide. de liberer ainsi la 4-methylumb6llifero- 
ne fluorescente. el done detecter la baeterie precitee. 


55 1 'ere experience 


En remplagant le substrat 4-methylumbelliferyl-;30-glucuronide par le substrat resorullne-^JD-glucuroni- 
Dour la recherche de la ^-glucuronidase d'E. coll. dans le meme bouillon, on a constate que b.en que le 
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gazeuse. alors que la resorufine est soluble en milieux aqueux. 
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2eme experlenc 

Dans des ampoules st^riles contenant le m§me bouillon que precedemment on int^oddt de la 
.eso'Tne SeTfa concentration de 20 micromoles^itre. ^^^^^ --"'^"^^^^ 
diff^rentes souches bacteriennes d'ent^robactSries. a raison de 10^ bactenes/ml. 

Tdeoart le bouillon est rose dans toutes les ampoules (fluorescence de la resorufine). 
iuS de 4 heL d'lncubation i 37* C, le milieu des ampoules montrant une cro.ssance est 
d^cote avec parfois un liseret rose en surface), alors que le temoin sans bact4ne reste rose. 
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CONCLUSION DE CES DEUX EXPERIENCES 

- u croissance bact^rienne en bouillon en presence de resorufine entraTne la disparition de la 
"^.^"^I'e^ reaction en ques«on ne puisse itre lden«fi.e avec certitude, la risoruHne 
^T^rd^er— --d un r^a.!, pour la detection de 

exprimees respectivement ci-apres : 
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la oresente invention s'est interessee a titre de marqueur, aux structures chirr^iquement proches, repondant 
aux d^x formu^^ generales ci-apres. et presentant egalement des proprietes de fluorescence, ut.l.sables 
dans le cadre d'un reactif selon I'invention, pour la detection de m.cro-organismes. 

II s-agit tout d'abord des composes chlmiques repondant a la formule su.vante. sous forme neutre ou 
5 anionique : 
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^ tes positions (2') (4 ) et (5) sont occupees chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant choisi 
dSTgroupe comprenant le fluor. le chlore. le brome des substltuants alkyle. alkoxy. carboxylate. 
carboxylique, amide, cyano, 

- un qroupement oxy relie entre elles les positions (3 ) et (4) 

- les posrtions (2). (3) et (5) sont occupies chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant cho s. 
d n e Toupe com renant le fluor. le chlore. le brome. des substltuants alky.e, ^-koxy carboxy ate^ 
carboxylique, amide et cyano. ou les positions (2) et (3) appartiennent en common au noyau (A) et a un 
noyau insature 

- X est une fonction hydroxyle ou amine. fnrmniP 

II s'agit ensuite des composes chimiques. sous forme neutre ou anionique. repondant a la formule 

suivante : 
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^ dans iBQuelle les positions (6. 8, 9) sont occupees chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant 
;hoisi Ztgroup'e clprenant le fluor. le chlore. le brome, des substituants alky.e. alkoxy. carboxyl.que. 

'dL?slSe les positions (1) et (4) sont occupees chacune par un atome ou substituant choisi dans le 
groupe c m r:nantZ"^^^^^^ le f.ior. le chlore, le brome, des substituants alky.e, 
« Lboxylique amide et cyano : ou les positions (1) et (2) appartiennent en commun au noyau (A) et a un 
noyau insature 

■ ■ " rTorp^S SSr^ cTi,: de.*. ,c™., ^.n.*. ^ ^ .o* d»,en«n son, 

precises dans le tableau ci-apres. 
50 Selon la presente invention, les conditions suivantes sont mises en oeuvre : 

- le pH du milieu reactionnel est compris entre 6.0 et 8.0 

- I'indicateur ou marqueur est contenu dans le milieu reactionnel. 
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a raison de 0.01 mg/1 a 100 mg/1, el de preference de 1 a 10 mg/1 

^ia source d'azote du milieu r^actionnel peut etre de toute nature, par exemple peptone ou sulfate d'ammonium 
- la source de carbone peut etre de lous types, telle que glucose, lactose, ou autres 

S'agissant du milieu reacticnnel, contenant (es sources d'azote et de carbone necessaires aux reactifs. 
la majorite des bouillons commercialises peuvent convenir. par exemple trypticase-soja. coeur-cerv He, 
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etc 

"un precede de detection conforme a I'invention consiste a mettre en oeuvre les etapes suivantes : 

1) Le reactif. comprenant comme precedemment le milieu reactionnel et le marqueur selon I'invention 
est prepare, reparti en flacons ou ampoules, ou toutes autres formes de conditionnement, et sterilise par 

s filtration ou autoclave. 

2) Le reactif est melange a l'§chantillon, milieu, ou substrat k controler. 

3) Le melange obtenu est incub6 entre 20* et 65' . pendant un temps compris entre 1 minute et 7 jours, 

par exemple. , ^. „ ■ xl 

4) la fluorescence du marqueur est mesuree S intervalles r^guliers, a I'aide d un fluonmfetre, ou 

JO simplement appreci^e & I'oeil nu. . ^ ■ ■ 

La diminution de la fluorescence, voire son extinction totale. traduit la presence de micro-organismes 

dans I'echantillon ou substrat controle. 

La presente invention est maintenant d^crite et d^taill^e, quant aux experiences effectuees, par rapport 
li la resorufine. Ce marqueur, apporte en outre les avantages suppl^mentaires et importants suivants : 

fs - ce produit n'est pas toxique . . .. , ^ „„,m.^ i 

- il presente une grande sensibilite, autorisant son emploi k des concentrations tr&s faibles, de I ordre de 1 

^ 2 mo/l 

- et surtout s'agissant de la fluorescence, les longueurs d'ondes maximum d'excitation et d'emission se 
situent respectivement a 572 nm et 585 nm : ces longueurs d'ondes se situent au-dela des radiations 

20 absorbees par la plupart des milieux ou echantillons analyses, tout en restant dans le domaine du visible, 
ce qui permet d'observer de maniere separ^e la fluorescence specifique a la resorufine. sans interference 
ou gene du milieu ambiant. 


25 Example 1 : Preparation du reactif 

Le milieu reactionnel est prepare en melangeant les ingredients suivants : 
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■ bouillon Mueller Hinton deshydrate (Difco. ref 0757-01) 
' gluclose (Merck, ref 8337) 

■ resorufine (Aldrich. ref 23015-4) 
- eau distillee 

. pH 


21 g 

5g 
2 mg 
1000 ml 

7.3 


Ce milieu est reparti en tubes de verre avec bouchons a vis. a raison de 6 millllitres par tube, et 
autoclave a 121 ' C pendant 15 minutes. 

Les tubes sterilises sont conserves a I'obscurite. la resorufine etant sensible a la lumiere. 

Ce milieu sera utilise dans les exemples d'applications 2 a 4 selon la methode generale suiyante : 
apres avoir ajoute te ou les differents elements specifiques a rapplicatlon consideree. les tubes visses sont 
agites dans une etuve sur un agitateur Vibratest regie a 100 tours/minute. La mesure de la fluorescence est 
effectuee a I'aide d'un fluorimetre LKB type LS - 5B. Les tubes sont introduits directement dans le porte- 
cuves La longueur d'ondes d(excitation est reglee a 572 nm et celle d'emission a 585 nm. II est a noter 
que dans I'exemple 4. le glucose present dans le milieu reactionnel peut etre remplace par d'autres sucres. 


Exemple 2 : Application a rhemoculture 

50 Dans 7 tubes de verre contenant le reactif prepare selon I'exemple 1. il est ajoute du sang frais humain 
sterile, a raison de 1 millilitre par tube. ^ c k 

Le premier tube est utilise comme temoin et les 6 autres sont ensemences par I'une des 6 souches 

microbiennes suivantes : 

- Ec = Escherichia coli 

55 - Cf = Citrobacter treundii 

- Pa = Pseudomonas aeruginosa 

- Sa = Staphyloco ccus aureus 

- Ef = Enteroccocus faecalis 
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' qlS?dilS?5-organismes introduite au depart dans chaque tube est de 100 cellules viables par 
mlllllitre de milieu. Get inoculum est controle par comptage des colonies formees h la surface d'une gelose 
au sang apres 24 heures d'incubatlon. . 

La mesure de la fluorescence est effectuee apr§s 12 h, 24 h. 36 h et 48 h d'lncubation a 35 C. 
L'intensit^ de la fluorescence est reportee dans le tableau cl-dessous. L'extinction partielle ou totale de la 
fluorescence temoigne de la presence de cellules microbiennes dans les echantlllons de depart 


10 

5si;K;he : 

temoin : 
negatif: 

Ec : 

Cf : 

Ps : 

Sa : 

Ef : 

Ca 

15 

12 H ; 

463 

11 

454 

465 

447 

459 

461 


24 H 

: 465 

9 

10 

: 464 

460 

126 

. 460 

20 

36 H 

: 458 

: 8 

: 10 

: 53 

: 27 

: 13 

: -61 

oc 

48 n 

: 464 

: 9 

: 9 

: 17 

: 13 

I '£ 

: I ?• 


30 


Pour cette application, il est preferable d'utiliser un bouillon specifique a rhemoculture. a la place du 
bouillon Mueller-Hinton. 

Exemple 3 : Application a rantibiogramme 

6 antibiotiques differents sont introduits dans des tubes prepares comme indique dans I'exemple 1. 
35 Chaque antibiotique est utilise aux 2 concentrations "c" et indiquees dans le tableau ci-apres. Des 

tubes sans antibiotique sont utilises comme temoins. 

Chaque couple de tubes correspondant a un antibiotique aux 2 concentrations c et C est 
ensemence par Tune des 3 souches microbiennes suivantes. a raison de 10 cellules viables par m.ll.l.tre : 

- Ec = Escherichia coli ATCC 25922 

40 - Pa = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

. Sa = Staphylocossus aureus ATCC 25923 ^ r^ i .* * ^ fri 

La mesure de la i\ (IXeuce est effectuee apres 18 heures d'incubat.on a 35 C. L.ntens.te de la 

fluorescence est reportee dans le tableau ci-dessous. 
Les resultats sont symbolises selon : 
45 - S = souche sensible = fluorescence maximale 

- R = souche resistante = extinction totale de la fluorescence 

- I = souche intermediaire = extinction partielle de la fluorescence 

rantibiogramme est controle par la technique de la dilution en gelose. 

50 
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Antibiotique 

Concentration 

Ec 

Pa 

Sa 


en ug / ml 




Temoin 

c = 0 

8 

10 

9 


C = 0 

7 

11 

11 

Penictlline 

c = 0,25 

9 

10 

455 



R 

R 

S 


C = 16 

8 

9 

457 

Piperacilnne 

c = 32 

460 

463 

459 



S 

S 

S 


C = 128 

465 

450 

468 

Cefoxitone 

r = ft 

439 

15 

448 



S 

R 

S 


C = 32 

463 

9 

457 

Renamycine 

r = ? 

15 

13 

438 



1 

R 

S 


C = 16 

458 

10 

447 

Tretracycline 

r — 1 

451 

15 

443 



S 

R 

S 


C = 4 

465 

19 

A CO 

Erythromycine 

C = 1 

8 

11 

445 



R 

R 

S 


C = 4 

10 

13 

460 


L'antibiogramme selon rinvention peut etre realise en cupules miniaturisees (plaque de microtitration). 


Exemple 4 : Application 

L'utllisation de 7 differents sucres par 8 souches microbiennes a des fins d'identlfication est presentee 
dans cet exemple : 

Les 7 sucres testes sont : 

- Glucose (GLU) 

- Maltose (MAL) 

- Saccharose (SAC) 

- Lactose (LAC) 

- Cellobiose (CEL) 

- Trehalose (TRE) 

' ^teTteU^^^^^^ pratiques dans le reactif en tubes de verre. prepare comme indique dans >'exemple r Le 
glucose contenu dans ce milieu est remplace le cas echeant par le sucre correspondant. a la meme 

concentration de 5 g/l. 

La batterie de tubes est ensemencee par les 8 souches suivantes : 

- Ca = Candida albicans 

- Ct = Candida tropicalis 
-Tg 


• Ec 
-Kp 

- Pv 

- Ah 

- Va 


= Torulopsis g labrata 

= Escherichia coli 

= Klebsiella pnei7moniae 

= Proteus vulgaris 

= Aeromonas hydrophila 


Vibrio aloinolyticus . . * o w,^ 

PouT-Ehi que sooche. une suspension es. realises en serum physiologlque. a.us.ee a" PO'"t 2 do 

l-echelle de McFarland. 200 microlitres de cette suspension son. introduits dans les 7 tubes con.enant 
chacun des sucres. 


1 1 


« 


La mesure de la fluorescence est effectuee apres 18 heures d-incubation a 350* C. Uintensite de la 
fluorescence est reportee dans le tableau ci-dessous. Les resultats sont symbohses en : 

- reaction negativ ... (-) = fluorescence maxinr^ale 

- rpaction oositive ( + ) = extinction d la fluor scence 

L^^^^^^^ obtenus sont contr6.es . r^de de miaomethodes comm -^-e- es test 
commercialises sous la marque API par la soci^te BIO MERIEUX. sous les noms : API 20 E. API 20 C, API 
50 CH. 
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20 


30 


^-..^..Suc re : 

GLU . 

MAT • 




for • 

MEL ; 

Souche : 







i 
.1 

Ca : 

31 : 

25 : 

37 : 

466: 

453 : 

19 : 

J 

439 :' 


+ : 

+ I 

+ z 





Ct : 

12 : 

17 : 

21 : 

441 : 

16 : 

20 : 

452 : 


+ : 

+ : 

+ : 



+ 


Tg 1 

12 : 

456: 

447 : 

452: 

449 

16 

465 ; 


4- 







EC 

9 

13 

459 

10 

. 454 

: 10 

. uj 


; + 

: + 





: + : 

Kp 

: 10 

: 9 

: 9 

: 11 

: 8 

: " 10 

: 8 : 


: + 

: + 





: • + 

Pv 

: 9 

: 469 

: 10 

: 45S 

: *:61 

: 437 

: 456 


: + 


; ^ 





Ah 

: 10 

t -r 

: 14 

: 11 

: ^51 

': ^67 

: 12 

: 444 

Va 

: 11 

: 10 

£ 

: 469 

: ^51 

: 10 

: '149 


: + 








L-utllisation de sources de carbone a des fins d'identification selon I'invention peut etre faite en cupules 
minlaturlsees (plaques de microtitration par exemple). , ^ . ^„ 

Par cons£"ent les reactifs selon I'invention peuvent etre utilises pour la detection de m.cro- 
organ smes ar outes sortes d'echantillons blologipues, tels que fluides -rporeMsang. unne. Nqu.de 
Sohalo-rachidien etc ..). produits alimentaires. eau. produits pharmaceutiques. cosmetiques. etc. 

otrianSrsIm aire a rantibiogran,a,e selon fexemple 3. I'invention peut etre utilisee pour effectuer un 
- antlfongrg?amrruquel cas on utile une pluralite de reactifs selon rinvention, differant les uns des autres 
uniquement par Kajout d'anti-fongiques respectivement differents. 


50 


55 


Revendications 

1 - Reactif pour la detection de micro-organisrr^es. comprenant un milieu reactionnel en phase aq^euse un 
marq!eu d^. une emission lurriineuse est modifiable en consequence du developpement du m.cro^ 
rganisme introduit dans le milieu reaCionnel. caracterise en ce que le marqueur est un compose ch.m.que 
repondant a la formule suivante. ou sa forme anionique : 


12 



10 


15 


20 


XI DOSiSs (2) (4) et (5') sont occupees chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant choisi 
dSrgroupe con,preni le fluor. le chlore. le brome. des substituants alkyla, alkoxy, carboxylate. 
carboxylique, amide, cyano, 

■ rrsErnre: P-n .o^e d..ydrog.ne ou un substituant c.oisi 

d n e To pe om^^^^^^^^^^^ le Iluor. ,e chlore. .a brome. des substituants a.kyle, alkoxy, carboxy ate^ 
carCl-re ^ide et cyano, ou les positions (2) et (3) appartiennent en commun au noyau (A) et a un 
noyau insature 

repondant h la formule suivante, ou sa forme anionique 


25 


30 



35 


45 


50 
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Sboxynque amide et cyano : ou les positions (1) et (2) appartiennent en commun au noyau (A) et a un 
noyau insature 

organisme introduit dans le milieu reactionnel. caractense en ce que le marqueur est la resoruf.ne, 

rorcirufine, ou la forme anionique de ces -^'^P^.f ;\"^3^- ^^^.^^ milieu reactionnel 

4 - Reactif selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. caractense en ce que 

contient egalement une source de carbone. r;,racterise en ce que le pH du milieu 

5 - Reactif selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. caractense en ce que e m 

reactionnel est compris entre 6.0 et 8.0. caracterise en ce que IMndicateur est contenu 

6 - Reactif selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. caracter se en ce q 

respecltvement ditterenls. 
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9 - Ensemble pour Tobtention d'un antifongigramme. comprenant une pluralite de reactifs ^elon '•u"e 
quelconque des revendications 1 S 6. diHerant las uns des autres uniquement par I'ajout d ant,.fong,ques 

irSoSrl'^Sfon de micro-organismes. consistant a mettre en presence undit micrcMirganisme 
avec un milieu reactlonnel en phase aqueuse contenant au moins une source de carbons et /^arqueur 
dudit micro-organlsme. a incuber le milieu reactionnel avec ledit micro-organisme. de maniere a modifier 
une emission lumineuse dudit marqueur. et h observer ladite caracteristique lumineuse Pe"dant ou ^res 
incubation, caracterise en ce que le marqueur est un compose chlmique repondant a la formula su.vante. 
ou sa forme anionique : 


10 


15 



20 ^^^s DOsifiUns (2') (4') et (s') sont occupees chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant choisi 
dfnsHlpe comprenant le fluor. le chlore, le brome. des substituants alkyle. alkoxy. carboxylate, 
carboxylique, amide, cyano, 

- un groupement oxy relie entre elles les positions (3 ) el (4) 

- les DosSions (2). (3) et (5) sont occupees chacune par un atome d'hydrogene ou un substituant cho s. 
25 d ns ?e toupe comprenant le fluor. le chlore. le brome. des substituants alkyle. alkoxy. carboxy ate 

carboxylique, amide et cyano. ou les positions (2) et (3) appartiennent en commun au noyau (A) et k un 

noyau insature 

- X est une fonction hydroxyle ou amine. „ , - ^ ♦ „ ♦^r«r.e 
11 . Procede selon la revendication 10. caracterise en ce que I'incubation est effectuee pendant un temps 

3° comoris entre 1 minute et 7 jours, h une temperature de 20 C ^ 65 C. 

r "oc^dl selon la reveidication 10. et selon lequei on met en contact un echantillon suscep b e de 
contenir le micro-organisme a detecter et le milieu reactionnel, caracterise en ce que echantillon est 
SvTsur run des Suides corporels suivants. a savoir du sang, de Turine, du liquide cephalo-rach.dien. 
53 ProSdrselon la revendication 10. et selon lequei on met en contact un echantillon suscep ble de 

35 contenir le micro-organisme a detecter et le milieu reactionnel. caracterise en ce que I echantillon est 
pSevT s!r run des produits suivants. & savoir produits alimenlaires, eau. produ.ts pharmaceutiques, 
cosmetiques. 
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